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CLSI :  Clinical and Laboratory Standards Institute 
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L’hémogramme fait partie du bilan de base chez un animal malade. Cependant, cet examen 
pose de nombreuses difficultés chez le chat, d’ordre pré-analytique et analytique. En effet, Normal et 
al [20] ont montré que sur 359 hémogrammes effectués chez le chat, 256 montraient une numération 
plaquettaire inférieure à la limite inférieure de l’intervalle de référence, alors que seulement 11 chats 
inclus dans l’étude montraient une réelle thrombopénie. Dans les autres cas, la numération plaquettaire 
faible était liée à la présence d’agrégats plaquettaires et/ou à la présence de plaquettes de grande taille 
[13].  
Les principales difficultés pré-analytiques sont : 
- La réalisation de la prise de sang qui pose des difficultés dans cette espèce particulièrement 
sensible au stress chez qui un prélèvement difficile se traduit souvent par la formation 
d’agrégats plaquettaires, voire de caillots sanguins, empêchant toute analyse. 
- La nature de l’anticoagulant utilisé, qui est sujet à la controverse et qui peut avoir des 
conséquences sur la numération formule. 
- Le temps de conservation qui peut également modifier la morphologie des cellules et leur 
numération. 
Les difficultés analytiques sont liées aux caractéristiques tant morphologiques que 
physiologiques des cellules sanguines du chat : 
- La proximité de taille entre les plaquettes et les hématies semble une gageure pour de 
nombreux analyseurs entrainant parfois une sous-estimation de la numération plaquettaire. 
- La tendance exacerbée des plaquettes de chat à s’agréger entre elles est une deuxième 
gageure pour tous les analyseurs entrainant également une sous-estimation de la numération 
plaquettaire et potentiellement une surestimation des leucocytes. 
Enfin, si l’on considère les conditions optimales, l’interprétation des résultats obtenus reste 
difficile car aucun intervalle de référence, conduit selon les recommandations internationales, n’est 
disponible concernant les différents paramètres de l’hémogramme dans l’espèce féline. 
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Cette étude a pour objectif de faire une synthèse bibliographique sur l’ensemble des difficultés 
d’ordre pré-analytique et analytique autour de la numération plaquettaire chez le chat. Ensuite, dans 
une étude expérimentale, nous souhaitons étudier l’effet de différents anticoagulants ayant fait leurs 
preuves en médecine humaine, et de leur association sur les numérations plaquettaires et la formation 
d’agrégats chez le chat.  
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1 La lignée plaquettaire et ses particularités chez le chat 
 
1.1 Morphologie et données numériques 
 
Les plaquettes chez le chat sont des fragments cytoplasmiques anucléés de forme sphérique, 
comme chez les autres carnivores domestiques. Occasionnellement, leur forme peut être allongée ou 
plus grande, qualifiée de macrocytaire. Le volume moyen plaquettaire (MPV) est compris entre 11 et 
18.1 fL [30] ou entre 12 et 17 fL [35]. Ces données ont été obtenues respectivement sur 25 et 48 chats 
adultes sains, anesthésiés avec de la kétamine. La différence de taille entre les plaquettes et les 
hématies (39-55 fL [4]) chez le chat est peut importante au regard de l’espèce canine (Tableau 1). 
Tableau 1 : Comparaison du volume plaquettaire moyen (MPV) et du volume corpusculaire moyen (MCV) du 
chat et du chien 
 Chat Chien 
MPV (fL) 
11-18.1 [30] 
12-17 [35] 
6.7-11.1 [18] 
3.9-6.1 [32] 
MCV (fL) 39-55 [4] 60-77 [4] 
 
Cette proximité de taille chez le chat rend difficile leur discrimination par les automates, 
notamment pour ceux ne s’appuyant que sur la taille pour l’identification du type cellulaire. 
Aucun intervalle de référence de la numération plaquettaire n’est disponible chez le chat sain. 
Cependant, une étude datant de 1984 réalisée sur 25 chats sains a établi des valeurs usuelles allant de 
296.109/L à 850.109/L [30]. Lors d’un état de stress, comme la réalisation d’une prise de sang, on 
observe chez le chat une splénocontraction qui entraine une augmentation de la quantité de plaquettes 
circulantes du fait de l’importante réserve splénique dans cette espèce [4]. 
Sur un frottis sanguin coloré avec une coloration de type Romanovsky (comme le May-
Grünwald-Giemsa ou MGG), les plaquettes sont de petits corps sphériques avec un centre de couleur 
pourpre composé de granules et d’un corps bleu pâle. Les plaquettes félines ont tendance à s’agréger 
facilement. Il n’est pas rare de voir ces dernières se rassembler en une masse amorphe nommée agrégat 
plaquettaire (AP) [4]. La conséquence est une sous-estimation de la numération plaquettaire par les 
automates d’hématologie.  
Les plaquettes ont une structure très spécifique et complexe leur permettant de jouer une 
fonction clé dans l’hémostase. Le réseau membranaire des plaquettes joue un rôle fondamental dans 
leurs fonctions d’adhésion et de coagulation. On distingue une membrane plasmique, un glycocalyx (la 
partie externe de protéines transmembranaires complexes : intégrines, immunoglobulines, lectines et 
sélectines) et un grand nombre d’invaginations, constituant un système canaliculaire ouvert (figure 1).  
 
 
Figure 1 : Schéma représentant l’ultrastructure plaquettaire 
 
Parmi les intégrines les plus impliquées dans les fonctions d’adhésion et d’agrégation 
plaquettaire, on retrouve la glycoprotéine GP IIb/IIIa. C’est l’intégrine la plus représentée au sein de la 
membrane plasmique des plaquettes, que ce soit à leur surface ou au niveau du système canaliculaire et 
des différents granules ( et denses). GP IIb/IIIa interagit surtout avec le fibrinogène, le facteur de 
Willebrand, la fibronectine et la vitronectine. Cette protéine change de conformation lors de 
l’activation des plaquettes par la thrombine ou l’ADP, par exemple. Ainsi, son affinité pour ses ligands 
augmente, notamment vis-à-vis du fibrinogène. Suite à leur liaison avec leurs ligands, une cascade de 
signaux se met en place au sein de la plaquette entrainant : 
- Le relargage d’ions Ca2+ à partir du réseau tubulaire dense 
- Un changement de forme des plaquettes (passant par une forme discoïde à une forme 
sphérique plus ou moins associée à des pseudopodes), 
- Le relargage des granules 
- Des changements membranaires. 
Toutes ces étapes aboutisseme
agonistes de l’activation plaquettaire 
plaquettes. 
 
1.2 Physiologie plaquettaire 
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2 Facteurs pré-analytiques pouvant modifier la numération plaquettaire du chat 
 
2.1 Conditions de réalisation du prélèvement 
 
Le chat est sujet à la formation d’agrégats plaquettaires in vivo ou in vitro lorsqu’il se trouve en 
situation de stress, comme lors de la réalisation de prélèvement sanguin. En effet, chez certains chats, 
il semble que les plaquettes soient plus réactives face à des taux élevés de sérotonine, d’adrénaline ou 
d’autres substances dans le sang. Il est donc recommandé de se conformer aux bonnes pratiques afin 
de limiter le stress de l’animal permettant de ce fait de limiter l’activation plaquettaire.  
Tout d’abord, la contention de l’animal doit être minimale et réalisée dans le plus grand calme ; 
le but étant de ne pas le stresser et de pouvoir réaliser une prise de sang atraumatique [17]. Le site de 
ponction à privilégier est la jugulaire car l’utilisation de vaisseaux dont le flux et le diamètre sont plus 
faibles (comme les céphaliques) favorise l’agrégation plaquettaire. Les vaisseaux déjà traumatisés sont 
bien sûr à proscrire [13]. 
L’utilisation d’une crème anesthésique (prilocaïne/lidocaïne) avant la prise de sang a montré 
son intérêt dans de nombreuses études ([5] et [6]). L’efficacité de cette crème a été démontrée lors de 
la réalisation de prises de sang chez l’adulte et l’enfant et de ponctions lombaires chez l’enfant [34]. 
Une efficacité similaire a été observée chez le rat et chez les carnivores domestiques [5]. Peu d’effets 
secondaires sont rapportés [6]. Une étude réalisée sur 10 chats a montré l’absence d’effets indésirables 
locaux secondaires à l’utilisation de ces principes actifs ou des excipients associés. Aucun des niveaux 
plasmatiques détectables d’anesthésique n’a pu être mesuré 6 heures après l’application de cette crème, 
ce qui laisse penser qu’il n’y aurait aucune résorption systémique significative. Il est recommandé de 
déposer la crème sur une peau saine au minimum 1 heure avant la réalisation de l’acte douloureux [5]. 
 
2.2 Intérêt de l’utilisation de microtubes capillaires 
 
Le matériel à utiliser pour la réalisation de prélèvement sanguin est également important à 
considérer. Il est conseillé d’éviter les aiguilles de faible diamètre ainsi que les prélèvements sous 
pression négative, à l’aide d’une seringue [22]. Par ailleurs, il est préférable d’utiliser des tubes en 
silicone ou en plastique et non en verre [15]. Dans l’idéal, il est également préconisé de se débarrasser 
CB
des premières gouttes de sang collectées, riches en plaquettes activées, pouvant induire des agrégats 
plaquettaires en choisissant de déposer ce sang sur tube sec, par exemple, qui sera utilisé pour des 
analyses biochimiques ou sérologiques [15]. Il est aussi recommandé de remplir correctement les tubes 
utilisés, comme préconisé par le fabriquant, pour que l’action de l’anticoagulant présent dans le tube 
soit optimale.  
La limite d’utilisation des tubes de prélèvement pour les analyses hématologiques est leur 
volume important (2 à 3 mL au minimum). L’utilisation de microtubes capillaires limite les volumes 
entre 200 et 500 μL de sang par prélèvement. De plus, malgré les risques d’activation plaquettaire, les 
prélèvements réalisés au niveau des veines céphaliques ou saphènes sont mieux tolérés par les chats. 
Une étude réalisée en 2007 sur 6 chats [23] a montré que l’utilisation de systèmes capillaires semble 
être moins invasive, plus rapide et plus sûre, en particulier sur des chats dont des prélèvements répétés 
sont nécessaires. Aucune différence significative n’a été relevée vis-à-vis du stress engendré par la 
ponction. Cependant, même si l’utilisation de microtubes capillaires présente des avantages 
indiscutables lors d’une analyse biochimique, son utilisation lors d’analyse hématologique est plus 
discutable. En pratique (résultats non publiés), la formation d’agrégats plaquettaires semble plus 
fréquente sur microtubes capillaires que pour un tube classique. 
Ainsi, dans chaque situation, il convient de définir soigneusement la méthode à utiliser. Il 
existe de nombreuses recommandations mais aucune n’est idéale : suivre ces recommandations permet 
seulement de limiter le risque de formation d’agrégats plaquettaires. 
 
2.3 Stabilité du prélèvement 
 
Il semble logique de réaliser les analyses hématologiques le plus rapidement possible après le 
prélèvement. En pratique, il y a souvent un délai entre le prélèvement et l’analyse de l’échantillon car 
tous les vétérinaires ne sont pas pourvus en matériel permettant la réalisation des analyses sur place. 
Plusieurs études ont essayé d’étudier l’influence du stockage (température et durée de 
conservation) sur les populations plaquettaires notamment [16]. 
 
 
2.3.1 La numération plaquettaire 
 
L’évolution de la numération plaquettaire lors de la conservation des prélèvements a été peu 
étudiée [1]. Le nombre de plaquettes semble avoir tendance à diminuer au cours de la conservation du 
prélèvement chez le chat, notamment au bout de 24 heures [1] d’après des mesures effectuées avec un 
automate à variation d’impédance. 
Il est rapporté par un auteur que la numération plaquettaire est généralement stable après 
5 heures de conservation à température ambiante, et après 24 heures à 4°C [26]. La morphologie 
plaquettaire semble elle aussi stable dans les 24 premières heures suivant le prélèvement. 
 
2.3.2 L’agrégation plaquettaire 
 
Une étude a comparé la prévalence des thrombopénies chez le chat en utilisant des échantillons 
sanguins provenant de leur structure et d’autres confrères. Au cours de leur étude, aucune différence 
significative sur le degré d’agrégation plaquettaire selon la provenance des spécimens n’a pu être mise 
en évidence [20].  
De légères modifications de la courbe de distribution des plaquettes après analyse différée par 
un automate à variation d’impédance feraient penser à la formation d’agrégats plaquettaires [1], 
d’après une thèse non publiée. 
   
Figure 3 : Exemple d’agrégat plaquettaire (AP) pouvant être observé sur un 
frottis sanguin à l’objectif à immersion x 1 000. Photo provenant du 
laboratoire central de l’École Nationale Vétérinaire de Toulouse. 
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3 Anticoagulants utilisés et effets sur la numération plaquettaire 
 
Différents anticoagulants sont utilisés en hématologie pour la réalisation d’une numération 
formule et semblent avoir des propriétés antiagrégantes variables. 
 
3.1 EDTA 
 
3.1.1 Pseudothrombopénie EDTA-dépendante chez l’homme 
 
L’EDTA, ou acide tétra-acétique éthylène diamine, est de nos jours couramment utilisé chez 
l’homme et les animaux domestiques pour la réalisation d’hémogrammes [12]. Il est en effet 
recommandé par le CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) pour le comptage de cellules 
sanguines et la réalisation de formules leucocytaires [24]. Pourtant, il a été démontré chez l’homme, 
dans certains cas une numération plaquettaire erronée liée à l’utilisation de cet anticoagulant. On parle 
de pseudo-thrombopénie EDTA-dépendante. La prévalence de ce phénomène est estimée entre 0.07 à 
0.20%.  
La pseudothrombopénie EDTA-dépendante engendrerait la formation d’agrégats plaquettaires 
et parfois un satellisme des plaquettes autour des leucocytes, phénomène moins connu. Le mécanisme 
incriminé implique des auto-anticorps circulant entrainant une agglutination plaquettaire. L’activation 
de ces auto-anticorps entraine l’exposition d’épitopes de la glycoprotéine GP IIb-IIIa (récepteur du 
fibrinogène) [2].  
Chez l’homme, ce phénomène semble survenir dans les quelques minutes suivant la prise de 
sang. 
 
C
 
Figure 4 : Mécanisme de l’agrégation plaquettaire EDTA-dépendante chez l’homme 
 
3.1.2 Pseudo-thrombopénie EDTA-dépendante chez le chat et autres espèces 
 
La pseudothrombopénie EDTA-dépendante a été démontrée chez le cheval [9] et notée chez le 
chien (un seul cas rapporté) [33]. Un phénomène similaire semble être présent chez le chat. Près de 
50% des échantillons sanguins de chat prélevés sur EDTA présentent une réduction artéfactuelle légère 
à modérée de la numération plaquettaire [13], sans pour autant savoir si c’est l’EDTA qui en est 
responsable. 
Une étude utilisant l’EDTA comme anticoagulant a évalué la prévalence des thrombopénies 
vraies chez le chat à 3.1 %, alors que 71 % (256/359) des chats inclus dans l’étude présentait une 
numération plaquettaire inférieure aux valeurs usuelles de l’espèce [20]. 
Par contre, le mécanisme immunologique suspecté n’a pas été confirmé  en médecine 
vétérinaire. Chez le chat, on considère que ce phénomène surviendrait rapidement mais de façon 
variable selon les individus : environ 6 heures après le prélèvement, lors du stockage [13]. 
 
C
3.2 CTAD 
 
Le citrate de sodium est un anticoagulant très étudié, car très controversé. Il constitue 
l’anticoagulant de référence chez l’homme et les animaux domestiques pour la réalisation de tests 
fonctionnels des plaquettes et l’exploration de la coagulation mais aussi pour les prélèvements destinés 
à des transfusions, étant donné sa faible toxicité [26]. Mais les résultats aléatoires obtenus selon les 
différentes études [19] tendent à ajouter au citrate d’autres inhibiteurs spécifiques de l’activation 
plaquettaire.  
Le CTAD, mélange de citrate de sodium, théophylline, adénosine et dipyridamole, a été dans 
un premier temps étudié et développé pour la médecine humaine. Il est aujourd’hui utilisé pour 
l’estimation de la numération plaquettaire. Il est commercialisé, sous le nom de Diatube-H® (Becton-
Dickinson), et contient 0.109 mmoL de citrate de sodium et acide citrique, 15 mmoL de théophylline, 
3.7 mmoL d’adénosine et 0.198 mmoL de dipyridamole à un pH de l’ordre de 5. 
 
3.2.1 Chez l’homme 
 
Chez l’homme, les composants de cette association d’anticoagulants entrainent une inhibition 
de l’adhésion, de l’agrégation et du relargage des granules des plaquettes. L’activation des plaquettes 
est inhibée [29]. 
Diverses études réalisées chez l’homme ont montré que les prélèvements réalisés sur CTAD 
présentaient une plus faible activation des plaquettes in vitro que ceux prélevés sur EDTA par 
diminution de l’expression de glycoprotéines révélatrices de l’état d’activation des plaquettes [12]. 
Dans ces études, un mélange d’EDTA et de CTAD maintenu à température ambiante a également été 
étudié, et semble avoir un effet inhibiteur supérieur sur l’activation plaquettaire que le CTAD seul. 
Malgré tout, aucune différence significative sur la numération plaquettaire n’a été mesurée par un 
automate (ADVIA 120®, Siemens) au sein de prélèvements sanguins collectés sur CTAD par rapport à 
des prélèvements collectés sur EDTA [12]. 
 
C
3.2.2 Chez le chat 
 
Chez le chat, une étude publiée en 2001 [18] a montré que l’utilisation du CTAD permet 
d’obtenir des numérations plaquettaires et leucocytaires par variation d’impédance plus fiables que 
l’EDTA, ou encore le citrate de sodium. Le CTAD a réduit la formation d’agrégats plaquettaires, 
objectivée par lecture de frottis sanguin, pour 88% des 51 prélèvements sanguins de chats étudiés. 
Dans cette même étude, il est rapporté que le CTAD a une supériorité d’efficacité vis-à-vis du citrate 
de sodium. Ainsi, l’utilisation du CTAD permettrait d’éviter le sur-diagnostic des thrombopénies chez 
le chat. En effet, selon l’étude de Norman et al [19], près d’un tiers des chats présentaient une 
numération plaquettaire inférieure à 100.109/L sur EDTA (soit 16), contre seulement 1 sur CTAD.  
Un travail de thèse de 2009 [7] a démontré que l’utilisation de l’association d’anticoagulant 
EDTA et CTAD chez le chat permet de réduire la formation d’amas plaquettaires (résultats non 
publiés). Cette étude, réalisée à partir de sang prélevés sur EDTA dans le cadre de l’activité de routine, 
n’a pas permis de comparer l’effet du CTAD seul.  
Les mécanismes expliquant l’inactivation plaquettaire et la limitation de la formation 
d’agrégats plaquettaires lors de prélèvements sur CTAD ne semblent pas identiques à ceux rencontrés 
chez l’homme. Chez l’homme, l’efficacité du CTAD est en partie expliquée par la simple 
augmentation de la concentration en AMPc qui évite la formation d’agrégats plaquettaires ADP-
dépendants. Au contraire chez le chat, la concentration en adénosine semble plus importante pour 
limiter la formation d’agrégats par inactivation de la composante sérotonine-dépendante de l’activation 
plaquettaire [28]. Par contre, le dipyridamole, qui chez l’homme empêche la dégradation de l’AMPc, 
ne permet pas, à la concentration utilisée dans les tubes commercialisés, de limiter l’agrégation 
plaquettaire ADP-dépendante chez le chat [21]. Quant à la théophylline, celle-ci potentialiserait chez le 
chat l’activité désagrégeante d’une prostaglandine [19], mais ne permettrait pas à elle seule d’inhiber 
l’activation plaquettaire [8]. Le CTAD semble donc limiter l’activation plaquettaire et par conséquent 
la formation d’agrégats plaquettaires chez le chat, mais ne les élimine pas complètement.  
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3.3 Autres anticoagulants étudiés  
 
3.3.1 L’héparine 
 
L’héparine est aussi un anticoagulant très controversé vis-à-vis de l’agrégation plaquettaire. En 
1987, il a été montré chez l’homme que l’héparine n’entraine aucune différence significative par 
rapport à l’EDTA concernant la numération plaquettaire [14]. Chez l’homme, des patients prétraités 
avec de l’héparine ont montré des numérations plaquettaires supérieures et une diminution de la 
quantité d’agrégats plaquettaires sur les prélèvements réalisés sur héparine et non sur EDTA.  
Actuellement, l’héparine est un anticoagulant utilisé pour des tests spécifiques comme les 
analyses de gaz sanguins, mais n’est pas utilisée en hématologie.  
 
3.3.2 La prostaglandine, PGE1 
 
La PGE1 est un inhibiteur des fonctions plaquettaires chez l’homme [3]. Par contre ses 
fonctions inhibitrices en font un agent à écarter pour l’étude fonctionnelle des plaquettes.  
Chez le chat, les prostaglandines permettent une désagrégation des amas plaquettaires dans les 
3 heures suivant leur formation [8]. L’étude de Welles et al de 1994 [31] a montré que PGE1 permettait 
de diminuer l’activation des plaquettes.  
 
3.3.3 Des antibiotiques aux propriétaires antiagrégantes : les aminoglycosides 
 
Chez l’homme, Sakuraï et al [25] ont montré que l’addition d’antibiotiques, et plus précisément 
d’aminoglycosides comme la kanamycine, à un tube prélevé sur EDTA permet d’induire la 
dissociation des agrégats plaquettaires présents lors de la thrombopénie EDTA-dépendante. Dans cette 
étude [25,] après examen du frottis sanguin, il semble que seuls les prélèvements supplémentés en 
kanamycine ne présentent aucune altération morphologique des cellules. 
C/
Chez le chat, la supplémentation en kanamycine a également été étudiée. Une étude de 2009 [7] 
n’a pas montré d’amélioration des numérations plaquettaires lorsque l’on ajoute ou non de la 
kanamycine à un prélèvement réalisé sur l’association EDTA et CTAD. 
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1 Objectifs 
 
Comme nous l’avons dit, il est très difficile chez le chat d’obtenir une numération 
plaquettaire fiable en raison de la grande sensibilité de cette espèce à l’agrégation plaquettaire 
et de la taille des plaquettes. L’objectif de cette étude a été de comparer les effets de divers 
anticoagulants sur microtubes capillaires sur la numération plaquettaire et la formation 
d’agrégats chez le chat.  
L’analyse de la littérature effectuée précédemment a montré que chez le chat : 
- Le CTAD réduisait l’agrégation plaquettaire mais ne pouvait pas l’éliminer 
totalement [19], comme cela avait déjà été démontré chez l’homme [12]. 
- L’utilisation d’une association d’EDTA et de CTAD permettait de réduire la 
formation d’agrégats (données non publiées) [7], comme cela avait été observé 
chez l’homme [12]. 
Par conséquent, il a été décidé de comparer les effets antiagrégants plaquettaires de 
l’EDTA, du CTAD et de l’association EDTA et CTAD. L’utilisation de microtubes capillaires 
permettant des prélèvements de petits volumes sanguins (entre 200 et 500 μL par tube) a 
permis de comparer, pour chaque chat inclus dans l’étude, les 3 anticoagulants. Nous avons 
étudié pour chaque prélèvement la présence d’agrégats plaquettaires et les effets des différents 
anti-aggrégants sur les comptages plaquettaires. 
Pour des raisons d’éthique et afin de minimiser tout effet pré-analytique et de nous 
focaliser sur l’aspect analytique, notre étude a porté sur des chats cliniquement sains prélevés 
dans des situations de stress réduit. 
Pour évaluer l’agrégation plaquettaire et son effet sur la numération plaquettaire dans 
les différents spécimens, les méthodes utilisées ont été :  
- L’observation et la quantification des agrégats plaquettaires sur un frottis sanguin 
coloré au May-Grünwald-Giemsa (MGG) selon la méthode décrite par Norman en 
2001 [19]. 
- Des numérations plaquettaires avec un analyseur Sysmex XT2000iV® par simple 
passage par cytométrie en flux.  
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2 Matériel et méthodes 
 
2.1 Critères d’inclusion des animaux 
 
Afin de ne recruter que des animaux sains sans affection connue et de plus de 6 mois, 
nous avons prélevé des chats appartenant aux étudiants de l’École Nationale Vétérinaire de 
Toulouse, désirant effectuer un dépistage FIV/FeLV, un typage du groupe sanguin ou une 
évaluation biochimique. Des rendez-vous étaient fixés à l’avance pour limiter le temps 
d’attente avant le prélèvement et de façon à ce qu’aucun des chats inclus dans l’étude ne se 
croisent (Annexe 6). Tous les propriétaires ont signé un consentement éclairé (Annexe 2) 
après complète information sur le protocole utilisé (Annexe 3). Les critères d’exclusion ont 
été : 
- Une anomalie à l’examen clinique  
- L’impossibilité de préparer le chat avant le prélèvement 
- La présence de tubes contenant un volume de sang insuffisant ou trop important 
- La présence de tubes contenant un caillot sanguin macroscopique 
Le but a été d’inclure assez de chats afin d’obtenir 40 animaux dont les résultats 
puissent être interprétables [10], en tenant compte des possibles erreurs analytiques ou autres 
difficultés, entre octobre 2009 et février 2010.  
Chaque chat s’est vu attribué une feuille d’accompagnement (associée à un numéro 
d’identification) pour l’étude (Annexe 1) sur laquelle ont été reporté le nom du propriétaire, le 
nom du chat ainsi que toutes les données nécessaires à l’inclusion de l’animal. Le numéro 
d’étude a permis de traiter les données de façon anonyme (Annexe 4).  
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2.2 Préparation des animaux et réalisation des prélèvements 
 
La veille du rendez-vous, au domicile du propriétaire, les chats ont été tondus sur un 
carré d’environ 2 cm de long sur 1.5 cm de large en regard des 2 veines céphaliques au milieu 
des membres thoraciques à l’aide d’une tondeuse silencieuse adaptée aux chats. Si la tonte 
était impossible, les chats ont été exclus de l’étude. 
Dans l’heure précédant le rendez-vous, au domicile du propriétaire, une crème 
anesthésique locale (Crème EMLA®, composée de 2.5% de lidocaïne et de 2.5% de 
prilocaïne, Astra Zeneca, Wilmington DE, USA) a été déposée sur les zones de tonte par le 
propriétaire. Comme nous l’avons vu, il est rapporté dans la littérature que le délai optimal 
permettant à la crème de faire effet est d’une heure [6]. Aucun système protecteur n’a été 
déposé sur les antérieurs afin de limiter le stress de l’animal. 
Les animaux ont été transportés jusqu’au lieu de rendez-vous dans leur boite de 
transport. Si besoin un système de sécurisation à l’aide de Feliway® (solution à vaporiser 
composée de 10% de la fraction F3 d’analogue structural de phéromones faciale du chat ; 
Feliway® CEVA Santé Animale, Libourne, France) a été utilisé [11]. Dans ce cas, 30 minutes 
avant l’introduction du chat dans sa boite de transport, le propriétaire a effectué une 
pulvérisation aux 4 coins de la cage ainsi que 2 pulvérisations au sol et au plafond.  
La gestion du planning a permis une attente nulle avant le prélèvement. Chaque chat a 
été examiné par le même manipulateur dans une salle adaptée et calme. Un clinique complet a 
alors été réalisé (Annexe 1). 
Les prises de sang et la contention des chats ont été réalisés par les 2 mêmes personnes 
avec l’aide du propriétaire si besoin. Une aiguille 25 G x 5/8" (Aiguille stérile Orange 
0.5 mm-16 mm, BD Microlance 3, Drogheda, Ireland) a été introduite dans la veine 
céphalique afin de procéder au prélèvement.  
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Des scores évaluant la difficulté de la contention et du prélèvement ont été attribués à 
chaque animal. Les notes allaient de 1 à 5. Pour la contention, la valeur 1 a été attribuée aux 
chats qui ont accepté une contention minimale. La note de 5 a été attribuée aux chats dont la 
contention a nécessité le plus précaution (intervention du propriétaire, prise par la peau du 
cou…). Pour le prélèvement, la note de 1 a été attribuée aux chats dont le prélèvement a été 
réalisé dans difficulté (une seule ponction nécessaire, remplissage rapide des capillaires…). 
La note de 5 a été attribuée à un prélèvement réalisé avec difficulté (plusieurs ponctions 
veineuses nécessaires, flux sanguin lent, coagulation précoce dans l’aiguille…).  
Pour chaque chat, les 3 prélèvements (EDTA, CTAD et EDTA+CTAD ou EDCT) 
étaient effectués dans un ordre aléatoire, déterminé à l’avance par un même manipulateur et 
randomisé à l’aide du tableur Excel®. Après le prélèvement, les tubes ont été immédiatement 
homogénéisés par 10 retournements lents. Chaque tube a été identifié selon une nomenclature 
précise, CTxEDTA, CTxCTAD et CTxEDCT, x étant le numéro d’étude du chat. L’heure de 
prélèvement a été notée sur la fiche d’accompagnement du chat (Annexe 4). 
 
2.3 Traitement des spécimens 
 
2.3.1 Préparation des différents spécimens antiagrégants 
 
Les 3 tubes différents étaient préparés par le même manipulateur dans la demi-heure 
précédent le prélèvement : 
- Un minitube collecteur de 200 μL contenant de l’EDTA (EDTA 200 μL, 
Minicollect®, Sarstedt), identifié pour chaque chat « CTxEDTA » 
- Un minitube sec de 500 μL (500 μL, Minicollect®, Greiner-bio-one) dans lequel 
50 μL de CTAD ont été ajouté, identifié « CTxCTAD » 
- Un minitube EDTA (EDTA 200 μL, Microvette®, Sarstedt) dans lequel 20 μL de 
CTAD ont été ajouté, identifié « CTxEDCT » 
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Une fois les 3 tubes correctement remplis, tous les spécimens étaient placés pendant 
20 minutes sur un agitateur (Speci Mix®, Oxford, CT06478 USA). Les analyses étaient faites 
de la même façon pour chaque tube EDTA, CTAD et EDCT. 
 
2.3.2 Préparation des frottis sanguin 
 
Un frottis sanguin était réalisé pour chaque tube toujours par le même manipulateur 
selon le même protocole (Annexe 3). L’étalement était effectué sur une lame porte-objet en 
verre (Lame porte-objet prête à l’emploi®, ca/env 76 x 26 mm, Thermo Scientific 
Saarbrückener, Manzel-Gläser) sur laquelle était déposée une petite goutte de sang à l’aide 
d’une pipette Pasteur à usage unique. Cette goutte était étalée à l’aide d’une lame rodée 
(Lame à bords rodés®, LRE, 50 x 20 mm, Thermo Scientific Saarbrïckener, Manzel-Gläzer) 
positionnée à 45°. Le frottis était rapidement séché à l’air par agitation et sa qualité était 
vérifiée visuellement. Une zone de lecture devait être clairement présente. Puis ce dernier était 
directement identifié selon la nomenclature prédéfinie. 
La coloration du frottis était effectuée par un automate dédié à cette fonction 
(Aerospray®, Hematology slide stainer-cytoventrifuge, model 7150, Wescor), utilisant une 
coloration de type May-Grünwald-Giemsa modifiée (combinaison d’Aerofix® additive for 
metahol SS-148, Reagent B Thiazin stain SS-071B, Reagent C Eosin stain SS-071C, et de 
Buffer concentrate (pH = 7.2) SS-172A). Une fois coloré, les frottis ont été fixés (LMR-Sol®, 
solvant spécial 5L, Labo-moderne, Paris), montés entre lame et lamelles (Lame couvre-objet 
24 x 60 mm®, Thermo Scientific Saarbrückener, Menzel-Gläzer) à l’aide d’une colle adaptée 
(LMR-histolaque 1L®, laque transparente à séchage rapide, Labo-moderne, Paris), puis 
stockés dans une boite à l’abri de la lumière. 
La lecture des frottis a été réalisée uniquement après l’obtention de tous les résultats 
concernant l’échantillon donné, par le même manipulateur. 
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2.4 Techniques de mesure 
 
2.4.1 Numération plaquettaire automatisée, par cytométrie en flux 
 
Les comptages automatiques de plaquettes étaient réalisés par le Sysmex XT2000iV® 
(Sysmex) par simple passage par cytométrie en flux.  
Préalablement, aux analyses, le Sysmex XT2000iV® était contrôlé tous les jours par 
des techniciennes selon le protocole de routine du laboratoire : si une (ou plusieurs) des 
mesures de contrôle étai(en)t en dehors des cibles fournies par le fabricant, les diverses 
opérations correctrices prévues par le fabricant sont mises en œuvre pour s’assurer du bon 
fonctionnement des mesures jusqu’à résolution du problème et obtention des résultats de 
contrôles dans les cibles. Dans une étude antérieure réalisée au sein du laboratoire, 
l’imprécision du Sysmex XT2000iV® a été évaluée selon la recommandation du CLSI : le 
coefficient de variation (CV) de l’imprécision inter-essai était de 6%. 
Chaque échantillon est analysé après 30 retournements lents. L’heure d’analyse et les 
résultats obtenus par cytométrie en flux sont notés sur la feuille d’analyse du chat (Annexe 4). 
 
2.4.2 Lecture du frottis sanguin et estimation de la taille des amas plaquettaires 
 
Les frottis sanguins étaient tous lu en même temps par le même manipulateur à l’aide 
d’un unique microscope (oculaire BX60 WH10X/22®, Olympus, Japan). 
Dans un premier temps, une observation grossière du frottis était réalisé à plus faible 
grossissement, x 100, soit à l’aide de l’objectif 10 (Objectif UPlanFl x 10/0.30, Olympus, 
Japan) puis x 200, soit à l’aide de l’objectif 20 (Objectif UPlanFl x 20/0.50, Olympus, Japan). 
L’examen portait préférentiellement sur les bords du frottis, et notamment la queue du frottis, 
afin de prendre connaissance de l’existence ou l’absence d’amas plaquettaires sur le frottis. 
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Ensuite, la taille moyenne des amas plaquettaire présents ou non sur le frottis était 
scorée sur 10 champs à l’objectif à immersion (Objectif UPlanFl x 100/1.30 oil, Olympus, 
Japan) dont 5 sont choisis dans la queue de frottis et 5 autres sur les bords latéraux du frottis 
(Annexe 5). Une note comprise entre 0 et 5, d’après le barème du tableau 2, est attribuée à 
chaque champ. La moyenne de ces observations a été retenue  [19] : 
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Tableau 2 : Grille de cotation de la taille des agrégats plaquettaires 
d’après le nombre de plaquettes les composant [19]. 
 
2.5 Analyse des données 
 
Du fait de l’utilisation du CTAD et de l’ajout de cette association d’anticoagulants à 
l’EDTA, pour chaque spécimen, un facteur de dilution de 1.1 a été appliqué pour toutes les 
numérations mesurées du CTAD et EDCT (20 μL de CTAD ont été ajouté à un tube EDTA 
de 200μL).  
Les résultats obtenus pour chaque analyse ont été comparés en série appariée pour 
s’assurer de la pertinence d’utiliser les moyennes pour les comparaisons. Après avoir vérifié 
l’homogénéité des variances (test de Fisher), les séries ont été comparées entre elles par un 
test de Student en série appariées.  
Touts les calculs on été effectués sur un tableur Excel® complétés si nécessaires par le 
logiciel STATAcomputer analysis®. 
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3 Résultats 
 
3.1 Valeurs retenues pour l’analyse des données 
 
46 spécimens ont été collectés au cours de l’étude. Seuls 2 chats, non inclus dans 
l’effectif total, n’ont pas pu être prélevés du fait de leur caractère agressif. Pour l’un d’entre 
eux, la tonte n’a pu être réalisée. Pour le second, la contention n’a pu être réalisée. Lors du 
prélèvement, moins de 10 chats ont très légèrement réagit lors de l’insertion de l’aiguille dans 
la veine.  
En moyenne, la note attribuée aux chats prélevés concernant la difficulté de la 
contention était de 1.76 [0.77 – 2.75]. En moyenne, la note attribuée aux chats prélevés pour 
la difficulté du prélèvements était de 1.78 [0.97 – 2.60]. Les principales difficultés rencontrées 
lors du prélèvement était : 
- Présence d’un tube mal rempli lié à un faible débit sanguin 
- Une coagulation dans le capillaire malgré la présence d’anticoagulant 
- Une coagulation dans l’aiguille utilisé pour le prélèvement qui a nécessité la mise 
en place d’une seconde aiguille sur le même membre ou le membre controlatéral. 
Pour 8 d’entre eux, certains résultats n’ont pu être obtenu ou retenus du fait de 
problèmes pré-analytiques ou analytiques : 
- Chats n°3, 7, 9, 11, 23 et 35 : le tube CTAD était trop ou pas assez rempli. Les 
chats ont donc été retirés de l’étude. 
- Chat n°19 et 28 : un caillot sanguin s’est formé dans le tube CTAD, ce qui a ne 
nous as pas permis d’avoir de résultat pour ces tubes. 
 
 
 
 
3.2 Comparaison des différentes mesures selon l’anticoagulant utilisé ou leur 
combinaison 
3.2.1 Degré d’agrégation plaquettaire estimé par lecture du frottis sanguin 
Le degré d’agrégation plaquettaire a été estimé à partir du nombre d’agrégat 
plaquettaire observé sur un frottis sanguin (Annexe 7). 
Une réduction significative du degré d’agrégation plaquettaire est observée sur CTAD 
et EDCT par rapport à celui estimé sur EDTA (figure 5). 
 
 
 
 
Le degré moyen d’agrégats estimé sur EDTA, 1.42 [0.5 – 2.33], est significativement 
supérieur à ceux estimés sur CTAD, 0.88 [0.53 – 1.23], et sur EDCT, 0.75 [0.57 – 0.95]. Le 
degré d’agrégation plaquettaire est aussi significativement plus élevé sur CTAD que sur 
EDCT. En résumé, le degré d’agrégation plaquettaire est significativement plus bas sur EDCT 
que sur EDTA et CTAD. 
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Figure 5 : Comparaison du degré d’agrégation plaquettaire estimé à partir du frottis sanguin en fonction de
l’anticoagulant utilisé. 
Anticoagulants utilisés : EDTA, CTAD et EDCT (EDTA + CTAD) 
Le trait noir continu représente le degré d’agrégation plaquettaire moyen. 
p = probabilité bilatérale du test de Wilcoxon sans correction 
* = Résultats significatifs 
p < 0.001* 
p = 0.0007* p = 0.0076* 
3.2.2 Numération plaquettaire estimée par cytométrie en flux 
 
Une nette augmentation de la numération plaquettaire mesurée par cytométrie en flux 
sur EDCT est observée par rapport à l’EDTA (figure 6). 
 
 
Figure 6 : Comparaison des numérations plaquettaires mesurées par cytométrie en flux en fonction de 
l’anticoagulant utilisé. 
Anticoagulants utilisés : EDTA, CTAD, EDCT (EDTA + CTAD) 
Le trait noir continu représente les numérations plaquettaires moyennes 
p = probabilité bilatérale du test de Wilcoxon sans correction 
* = résultat significatif 
 
La numération plaquettaire moyenne obtenue par cytométrie en flux sur EDTA, 
274.109/L [167 – 382], est significativement inférieure que celle obtenue sur EDCT, 
312.109/L [227 – 397]. Aucune différence significative n’est observée sur CTAD, 315.109/L 
[230 – 400] par rapport à l’EDTA et à l’EDCT. 
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Afin de rester critique face à notre étude, il est nécessaire de noter que l’étude a été 
réalisée sur un effectif réduit. De plus, pour respecter le bien être animal, les conditions de 
prélèvement permettent de limiter le stress. Dans de telles conditions, même si les résultats 
sont en accord avec les études faites chez le chat sur le CTAD, le nombre de spécimens sur 
EDTA présentant des thrombopénies ne correspond pas aux résultats de l’étude de Norman et 
al [19]. 
Ces résultats confirmeraient au fond l’importance du stress chez le chat sur la 
formation d’agrégats même s’il ne s’agit en rien de preuves scientifiques. 
De plus, quelques précautions doivent être prises vis-à-vis des résultats obtenus dans 
cette étude. En effet, les prélèvements sur CTAD ou EDCT sont dilués par rapport à ceux sur 
EDTA. Les différentes numérations, concentrations et rapports de volume ont été corrigés par 
des facteurs de dilution, égal à 1.1. Mais ces opérations ajoutent une imprécision 
supplémentaire qu’il faut additionner à l’imprécision analytique. La dilution peut avoir des 
répercussions au niveau quantitatif mais aussi qualitatif.  
Cependant, les résultats de notre étude sont en accord avec la littérature sur 
l’utilisation du CTAD chez l’homme et chez le chat, indiquant que le CTAD permet une 
inhibition de l’agrégation plaquettaire, soit un degré d’activation plaquettaire en général 
moins important que sur les prélèvements récoltés sur EDTA. L’association EDTA + CTAD 
semble elle aussi être intéressante puisqu’elle semble limiter l’agrégation plaquettaire plus 
efficacement que l’EDTA ou le CTAD utilisés seuls dans les prélèvements sanguins de chat. 
Une augmentation significative de la numération plaquettaire mesurée par le Sysmex 
XT2000iV®, en cytométrie en flux, est notée sur EDTA + CTAD par rapport à l’EDTA 
utilisé seul. Aucune différence significative n’est notée entre les différents autres 
anticoagulants. L’ajout d’EDTA au CTAD semblerait augmenter significativement la 
numération plaquettaire chez le chat, associé à une diminution du degré d’agrégation 
plaquettaire.  
L’association EDTA et CTAD semble tout à fait pertinente car elle permettrait 
d’obtenir des numérations plaquettaires automatisées plus fiables en diminuant l’état 
d’agrégation plaquettaire. Afin de confirmer l’intérêt de l’utilisation de l’association d’EDTA 
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et de CTAD dans la réalisation d’hémogramme chez le chat, l’effet de cette association 
devrait être évalué sur l’ensemble des analytes sanguins.  
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Cette étude expérimentale a permis de démontrer que lors de la réalisation d’un 
hémogramme dans l’espèce féline, en condition de stress limité sur microtubes capillaires, 
l’addition de CTAD à un tube EDTA permet de limiter l’agrégation plaquettaire et les erreurs 
qui en résultent. Parallèlement, la numération plaquettaire semble être plus fiable lors de 
l’ajout de CTAD à un tube EDTA en comparaison à l’EDTA seul. Le degré d’agrégation 
plaquettaire est significativement inférieur. 
En pratique, cela signifie que les praticiens vétérinaires peuvent d’ores et déjà utiliser 
dans leur clinique, sur microtube capillaire et sur les tubes de prélèvement classique, 
l’association EDTA et CTAD ou le CTAD seul pour la réalisation d’hémogrammes. 
Ces résultats encourageant nécessitent d’être poursuivi par la réalisation notamment 
d’intervalle de référence sur des tubes utilisant l’association EDTA et CTAD. 
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Annexe n°1 
FICHE 
D’INCLUSION 
Comparaison de différentes associations d’anticoagulants sur les numérations 
plaquettaires et la formation d’agrégats chez le chat 
 
Propriétaire :  Nom Téléphone 
 
 
Chat :            Nom Race  
                      Âge Sexe (castration) 
 
Vaccination (date et nature du dernier vaccin) : ____________________________________ 
Vermifugation (date et nature de la dernière) : ______________________________________ 
Antécédents médicaux (opérations, maladies…) : ___________________________________ 
___________________________________________________________________________ 
 
Comportement. 
Alimentation : Humide  Sèche  
Appétit :  Polyphagie  Normal Faible  Anorexie 
Miction/ défécation : Normal Anormal : _________________________________ 
Évaluation générale En forme    Baisse d’activité/de forme 
Aspect extérieur  Normal Anormal : _________________________________ 
Couleur des muqueuses Rosées Autre : ____________________________________ 
Auscultation cardiaque Normal 
   Anomalie : _________________________________________ 
Auscultation pulmonaire Normal 
   Anomalie : _________________________________________ 
 
Palpation des NLs  Normaux  Taille augmentée 
Palpation abdominale Normale  Anormale : ____________________________ 
 
Présence d’un critère d’exclusion   OUI   NON 
Toute anomalie soulevant un doute sur l’état de santé de l’animal est un critère d’exclusion pour l’étude. 
 
H-!&'!/#) &!#AA#$'&/'7&4- 8 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Difficulté de la contention : 
1 2 3 4 5 
 
Difficulté du prélèvement :  
1 2 3 4 5 
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Annexe 2 : Formulaire de consentement éclairé 
 
Étude effectuée aux cliniques de l’école Vétérinaire de Toulouse (ENVT) entre Octobre 
2009 et Février 2010. 
Le but de cette étude est de comparer deux antiagrégants plaquettaires chez le chat, afin de 
déterminer lequel est le plus efficace. Les prélèvements seront réalisés de façon à minimiser le 
stress chez les chats (tonte à la maison et anesthésie locale avec de la crème Emla®). 
Chaque animal inclus dans l’étude sera examiné avant tout prélèvement, suivi pendant et 
après ceux-ci conformément au protocole expérimental qui vous a été remis. 
 
Je, soussigné(e) ………………………, 
Propriétaire du chat ……………………… 
N° d’identification (éventuellement) ……………………… 
Atteste avoir lu les paragraphes précédents et avoir reçu copie du protocole 
expérimental de l’étude 
Atteste avoir été clairement informé du caractère facultatif de cette étude et avoir 
conscience de ma totale liberté de refuser que mon chat y participe 
Et accepte que mon chat soit inclus dans l’étude 
À Toulouse, le ……………………… 
 
Signature  

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Annexe n° 2 
FORMULAIRE DE 
CONSENTEMENT 
ECLAIRE  
Comparaison de différentes associations d’anticoagulants sur les numérations 
plaquettaires et la formation d’agrégats chez le chat 
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Annexe 3 : Protocole expérimental 
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PROTOCOLE 
Comparaison de différentes associations d’anticoagulants sur les numérations 
plaquettaires et la formation d’agrégats chez le chat 
 
1. Problématique et objectifs 
Chez le chat, le comptage des plaquettes est souvent peu interprétable car peu fiable. 
En effet, Norman et al (2001) [20] a montré que sur 359 hémogrammes effectués chez le chat, 
256 montraient une numération plaquettaire inférieure à la limite inférieure de l’intervalle de 
référence. Cette thrombocytopénie n’a été confirmée par lecture du frottis sanguin que chez 
11 chats [27] ; dans tous les autres cas, la numération faible était liée à la présence d’agrégats 
plaquettaires et / ou à la présence de plaquettes de grande taille. La très forte proportion de 
spécimens présentant des agrégats plaquettaires pouvait être liée à l’espèce étudiée connue 
pour sa forte tendance à avoir des plaquettes agrégeant spontanément in vitro [35], aux 
conditions de prélèvement et le délai entre prélèvement et analyse [16]. Les conditions 
analytiques et pré-analytiques semblent jouer un rôle clé chez le chat. Les conditions (stress, 
vigile, anesthésie) et le mode de prélèvement (seringue / vide ; jugulaire / patte) [13], 
l’anticoagulant, le délai entre prélèvement et analyse et l’automate sont cinq facteurs qui ont 
fait l’objet de diverses études.  
Une étude effectuée au laboratoire [7] a démontré que l'utilisation d'une association 
d'anticoagulant EDTA et CTAD (Citrate, Théophylline, Adénosine et Dipyridamole) chez le 
chat permettait de réduire la formation d'amas plaquettaires. Mais cette étude a été réalisée sur 
de gros volume de sang prélevés à la veine jugulaire (5mL), ce qui est peu représentatif d'un 
prélèvement fait par un clinicien. D'autre part, l'effet du CTAD seul n'a pas pu être étudié 
pour des raisons étiques. 
Les microtubes capillaires, d'utilisation récente en médecine vétérinaire, semblent 
présenter un réel intérêt lors de prélèvements sanguins chez le chat, en raison de leur facilité 
d’utilisation et du faible volume de prélèvement nécessaire [23]. Mais si l'intérêt est réel lors 
d'analyses biochimiques, l'analyse hématologique semble plus délicate. En pratique (résultats 
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non publiés), la formation d'amas plaquettaires semble plus fréquente que pour un tube 
classique.  
L'objectif de cette étude est donc de comparer les effets de divers anticoagulants sur 
microtube, en utilisant l'EDTA, le CTAD ou l'association EDTA et CTAD, sur la numération 
des plaquettes chez le chat obtenue par cytométrie en flux, ainsi que sur la formation des 
agrégats plaquettaires objectivée sur frottis sanguin.  
Pour des raisons étiques et afin de minimiser tout effet préanalytique et de nous 
focaliser sur l'aspect analytique, notre étude porte sur une population de chats cliniquement 
sains prélevés dans des conditions de stress réduites. 
 
2. Personnes impliquées 
L’étude est effectuée et coordonnée par Hélène LEMOINE et Pauline CHARRU, sous 
la responsabilité de C. Trumel, avec l’assistance de : 
4 C. Trumel : préparation du protocole, interprétation des données 
4 H. Lemoine : interprétation des résultats, préparation du protocole 
4 J. Mortier : réalisation des prélèvements 
4 P. Charru : recrutement et préparation des chats 
 
3. Période et durée de l’étude 
Du 29 octobre 2009 au 4 février 2010. 
 
4. Protocole expérimental 
1. Recrutement des animaux 
Un nombre suffisant de prélèvements sera effectué pour obtenir 40 résultats 
exploitables. Les chats inclus ont tous plus de 6 mois, sont en bonne santé, sans pathologie 
connue. 
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Les animaux ont été recrutés parmi les étudiants de l’École vétérinaire de Toulouse, 
sur la base du volontariat. Ci-joint, le planning de prise de rendez-vous tout au long de la 
période de l’étude (annexe 6). 
Les animaux sont inclus uniquement après complète information du propriétaire et la 
signature du « Formulaire de consentement éclairé » (annexe 2). 
Chaque chat sélectionné pour l'étude aura une fiche d'accompagnement du 
prélèvement sur laquelle sera inscrit le nom du propriétaire, son numéro de dossier, son 
numéro d'identification pour l'étude et une fiche d'analyse sur laquelle ne sera mentionnée que 
son numéro d'étude. Les chats sont identifiés de la façon suivante ; « de 1 à X ». Pour 
préserver l'anonymat, seul le numéro de l'étude sera présent sur les résultats d'analyses. 
2. Préparation des chats sélectionnés 
Dans la journée précédant le rendez-vous : 
Chez le propriétaire, la préparation du chat consiste à tondre les 2 antérieurs en regard 
de la veine céphalique. A l’aide d’une tondeuse adaptée au chat (silencieuse), le propriétaire 
tond un carré de 2 cm de long sur 1,5 cm face à la veine céphalique au milieu de l’antérieur. 
 
Dans l’heure précédant la prise de sang, chez le propriétaire : 
Le propriétaire dépose une dose de crème anesthésique sur la peau au niveau des zones 
de tonte (crème composée de 2,5% de lidocaïne et de 2,5% de prilocaïne : EMLA cream®, 
Astra Zeneca, Wilmington DE, USA). La pose de la crème doit avoir lieu 1 heure avant le 
rendez-vous, le temps que les anesthésiques fassent effet. D’après la littérature, l’effet de la 
crème est optimal en une heure et dure jusqu’à 6 heures chez le chat selon Gibbon et al [6]. 
 
Pour le transport : 
Les animaux sont transportés dans leur boite de transport. On peut avoir recours pour 
sécuriser l’animal dans sa cage de transport à l’utilisation de Feliway® (solution à vaporiser 
composée 10% de la fraction F3 d’analogue structural de phéromones faciales du chat : 
Feliway®, CEVA Santé animale, Libourne, France) sous forme de solution à vaporiser. 
Trente minutes avant l’introduction du chat dans la cage, le propriétaire effectue une 
pulvérisation aux 4 coins de la cage, 2 pulvérisations au sol et 2 au plafond.  

A l’arrivée pour le rendez-vous : 
Les rendez-vous sont pris de façon à ce que les animaux ne se croisent pas en salle 
d’attente. L’attente doit être limitée voire nulle. 
3. Examen clinique 
Chaque chat est examiné à son arrivée par le Docteur J Mortier. On procède à un 
examen clinique complet (annexe 1) dans une salle adaptée et calme. 
4. Prélèvements 
La prise de sang est réalisée sur un membre antérieur, au niveau de la zone de tonte 
anesthésiée par le Docteur J. Mortier. La contention, réalisée par P Charru, doit être minimale 
mais doit permettre la réalisation du prélèvement. Le propriétaire peut aider à la contention si 
besoin. La compression de la veine céphalique est réalisée à la main, par P Charru.  
Le prélèvement est réalisé par le Docteur J Mortier. Une aiguille 25 G x 5/8" (Aiguille 
stérile Orange 0.5 mm-16 mm, BD Microlance 3, Drogheda, Ireland) est introduite dans la 
veine. On peut procéder au prélèvement.  
Pour chaque chat, les 3 prélèvements (EDTA, CTAD, EDTA+CTAD) sont effectués 
dans un ordre aléatoire déterminés à l’avance par H. Lemoine avec l’aide du tableur Excel®. 
Les 3 tubes différents ont été préparés au laboratoire par H. Lemoine : 
4 Un minitube collecteur de 200μL EDTA (EDTA 200μL, Minicollect®, Greiner-bio-
one), identifié pour chaque chat « n CTxEDTA » 
4 Un minitube sec (500μL, Minicollect®, Greiner-bio-one) dans lequel on aura 
préalablement ajouté 50 μL de CTAD, identifié « nCTxCTAD » 
4 Un minitube EDTA (EDTA 200μL, Microvette®, Sarstedt), dans lequel on aura 
également ajouté 20 μL de CTAD, identifié « nCTxEDCT ». 
Les prélèvements sont ensuite homogénéisés par 10 retournements lents. Chaque tube 
est identifié selon la procédure mentionné en 4.1. L'heure du prélèvement est notée sur la 
feuille d'accompagnement du chat. 
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5. Analyses 
1. Contrôles de qualité 
Le Sysmex XT2000iV® est contrôlé chaque matin par C. Germain, F. Palanché ou C. 
Marche selon le protocole de routine du laboratoire : 
Un niveau de contrôle sera effectué. Si une ou plusieurs mesures de contrôle est (sont) 
en dehors des cibles fournies par le fabricant, les diverses opérations correctrices prévues par 
le fabricant sont mises en œuvre pour s'assurer du bon fonctionnement des mesures jusqu'à 
résolution du problème et obtention des résultats de contrôles dans les cibles. 
2. Critères d’exclusion au laboratoire 
Sont exclus de l'étude : 
4 Les tubes n'ayant pas un volume de sang prélevé suffisant, ou un volume trop 
important. 
4 Les tubes de sang présentant un caillot macroscopique 
3. Procédures effectuées sur chaque spécimen 
Dès leur arrivée au laboratoire, tous les spécimens sont ensuite placés pendant 20 
minutes sur l’agitateur (Speci Mix®, Oxford, CT06478 USA). Les analyses sont faites, de la 
même façon pour les 3 tubes EDTA, CTAD et EDCT selon les modalités suivantes : 
4 Une analyse, après 30 retournements, sera effectuée sur le Sysmex XT2000iV® ainsi 
qu’un frottis sanguin. Il sera reporté sur la feuille d’analyse du chat avec l’heure de 
réalisation ainsi que les résultats concernant les numérations plaquettaires (optique). 
Les frottis seront colorés et montés puis conservés dans une boite prévue pour l’étude.  
4 Les frottis sanguins sont lus tous en même temps selon la procédure présentée en 
annexe 5 à la fin des analyses effectuées pour un animal donné et les résultats reportés 
sur la fiche d’analyse de ce dernier. 
Une photocopie de toutes les impressions des résultats de ces analyses ainsi que toutes 
les feuilles d’accompagnement sont conservées par H. Lemoine dans le cahier de 
manipulation qui lui a été remis. Un fichier Excel® est rempli par H. Lemoine 
quotidiennement pendant toute la durée de l’étude. Il est composé d’une ligne par animal 
sélectionné, comprenant dans les colonnes tous les résultats concernant les numérations 
/
plaquettaires en variation d’impédance et en cytométrie. Des colonnes correspondant à la 
lecture des frottis sont également remplies selon la procédure définie par Norman pour 
l’estimation de la taille des agrégats [20.] 
 
6. Interprétation des résultats scientifiques – statistiques 
Le fichier Excel est transmis par e-mail chaque semaine à C. Trumel et J.P. Braun. Les 
calculs statistiques sont effectués par JP Braun grâce au logiciel Excel® et Analyse-It®. 
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Annexe 4 : Feuille d’analyse 
 
 
 
N° ÉTUDE :  
 
Date du prélèvement : 
 
Heure de début du prélèvement : 
Heure du traitement des prélèvements : 
 
Résultats bruts : 
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P-I : Numération plaquettaire par variation d’impédance (109 /L) 
P-O : Numération plaquettaire par cytométrie en flux (109 /L) 
AP-F : Estimation moyenne de la taille des amas plaquettaire d’après le frottis sanguin 
en nombre de plaquettes 
AP : Agrégat plaquettaire 
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Protocole 
Estimation de la taille moyenne des agrégats plaquettaires 
d’après un frottis sanguin chez le chat 
 
Annexe 5 
 
 
1. Réalisation du frottis sanguin : 
 
Un frottis est réalisé, toujours par le même manipulateur, à partir des prélèvements 
sanguins obtenus selon le protocole principal, après leur passage dans l’analyseur Sysmex 
XT2000iV. L’étalement est effectué sur une lame porte objet en verre, lavée (Thermo 
scientific, Menzel-Gläser, lame porte-objet prête à l’emploi, ca/env 76x26mm) sur laquelle est 
déposée une petite goutte de sang à l’aide d’une pipette pasteur à usage unique. Cette goutte 
est ensuite étalée avec une lame rodée (Menzel-Gläser, lame à bords rodés, LRE, 50x20mm) 
positionnée à 45°. Le frottis est rapidement séché à l’air par agitation, sa qualité est vérifiée, 
une zone de lecture doit clairement être présente, puis ce dernier est directement identifié 
selon la nomenclature détaillée dans le protocole principal.  
 
 
 
 
La coloration du frottis s’effectue de façon automatique par un automate dédié à cette 
fonction (Aerospray®, Hematology slide stainer-cytocentrifuge, model 7150) utilisant une 
coloration de type May-Grünwald-Giemsa modifiée (une combinaison d’Aerofix® additive 
for metahol SS-148, Reagent B Thiazin stain SS-071B, Reagent C Eosin stain SS-071C, et de 
buffer (pH=7.2) concentrate SS-172A). 
 
Figure 7 : Réalisation d’un frottis sanguin 
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La lecture du frottis est uniquement réalisée à la fin de l’obtention de tous les résultats 
concernant un échantillon donné, par le même manipulateur et sous un unique microscope 
standard (Olympus BX60, oculaire Olympus Japan WH10X/22) tout au long de la 
manipulation. 
 
2. Estimation de la taille des amas plaquettaires observés sur le frottis : 
 
Pour déterminer la taille moyenne des amas plaquettaires présents ou non sur le frottis, 
le lecteur va les scorer. Il suffit de donner une note aux amas observés et d’en faire une 
moyenne, ceci sur 10 champs à l’objectif à immersion, dont 5 étant choisis dans la queue du 
frottis et 5 autres sur les bords latéraux. La note est comprise entre 0 et 5 d’après le barème 
suivant d’après Norman et al, 2001: 
Tableau 3 : Grille de cotation de la taille des agrégats plaquettaires 
d’après le nombre de plaquettes les composant [19]. 
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Une taille moyenne des agrégats plaquettaires, lorsqu’ils existent, est enfin calculée à 
partir des données obtenues pour chacun des frottis. 
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Annexe 6 : Liste des animaux retenus pour l’étude 
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Annexe 6 : Liste des animaux retenus (suite) 
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Annexe 6 : Liste des animaux retenus pour l’étude (suite) 
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Annexe 7 : Résultats détaillés de l’étude 
Tableau 4 : Numérations plaquettaires obtenues par cytométrie en flux pour 46 prélèvements sanguins de chats 
en fonction de l’anticoagulant utilisé (109/L) 
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Annexe 7 : Résultats détaillés de l’étude (suite) 
Tableau 5 : Degré d’agrégation plaquettaire estimé à partir du frottis sanguin pour 46 prélèvements sanguins de 
chats en fonction de l’anticoagulant utilisé. 
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NOM : CHARRU Pauline 
 
TITRE DE LA THÈSE : Comparaison de différentes associations d’anticoagulants sur les 
numérations plaquettaires et la formation d’agrégats chez le chat 
 
RESUME : 
Chez le chat, l’hémogramme est un examen complémentaire parfois difficile à interpréter aux 
vues des nombreuses difficultés d’ordre pré-analytique et analytique potentielle. Parmi elles, 
on retiendra la forte tendance des plaquettes à s’agréger in vitro, surtout sur EDTA. Les 
agrégats entrainent fréquemment une sous-estimation de la numération plaquettaire 
automatisée. Dans le but de limiter leur formation EDTA-dépendante, une nouvelle molécule 
antiagrégante a montré son intérêt : le CTAD (Citrate, Théophylline, Adénosine et 
Dipyridamole). Dans notre étude, l’utilisation de l’association EDTA et CTAD chez 46 chats 
sains, en éliminant certains facteurs pré-analytiques (stress de l’animal et temps de 
conservation), a permis de limiter significativement la formation d’agrégats et ainsi obtenir 
une numération plaquettaire plus fiable. Le CTAD utilisé seul a lui aussi permis de diminuer 
la formation d’agrégats sans pour autant améliorer significativement la numération 
plaquettaire.   
 
MOTS CLES : Hémogramme, plaquettes, agrégat plaquettaire, anticoagulant, EDTA, 
CTAD, cytométrie en flux, Sysmex XT2000iV®, féline, chat 
                                                                       
 
SUMMARY: 
The complete blood count on cats is a complementary examination sometimes difficult to 
interpret because of the many potential pre-analytic and analytic problems that can occur. 
Among them, we have to consider the tendency of platelets to aggregate in vitro, especially in 
EDTA samples. Platelet clumping frequently leads to an imprecision of the platelets 
automated count. In order to limit this aggregation caused by EDTA, a new anti-aggregant 
agent is studied: CTAD (Citrate, Theophylline, Adenosine and Dipyridamole). In our study, 
the use of the association EDTA and CTAD on 46 feline blood samples taking with limited 
pre-analytic factors (free of stress and storage) limited platelet clumping. So this association 
enabled to obtain more accurate platelet count in feline blood samples. Sampling made with 
CTAD alone limited platelet clumping without significantly improvement of platelet count.  
 
KEY WORDS: complete blood cell count, platelet, platelet clumping, anticoagulant, EDTA, 
CTAD, flow cytometric analysis, Sysmex XT2000iV®, feline, cat 
 
